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(57) Abstract: The invention relates to a vector, which is particularly suitable for somatic gene therapy, to pharmaceutical compo- 
sitions containing the vector and to the use of said vector. The inventive vector contains at least one nucleotide sequence that codes 
for a translocation sequence, selected from the group composed of nucleotide sequences that code for the protein HSV VP22, an 
HIV-Tat translocation domain and the antennapedia peptide. 

' ~ ' (57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft einen insbesondere fiir die somatische Gentherapie geeigneten Vektor, 
pharmazeutische Zusammensetzungen enthaltend diesen Vektor sowie Verwendungen des Vektors. Der erfindungsgemasse Vektor 
beinhaltet mindestens eine fiir eine Translokationssequenz codierende Nukleotidsequenz, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 
Nukleotidsequenzen codierend fiir das HSV VP22-Protein, einer HIV-TAT Translokationsdomane und dem Antennapedia-Peptid. 
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Vektor und dessen Verwendung in gentherapeutischen Verfahren 
Beschrelbung 

Die vorliegende Erfindung betrifft einen Vektor, 
5 insbesondere einen Plasmidvektor fur gentherapeuti- 
sche Zwecke, insbesondere fur die somatische Gen- 
therapie, pharmazeutische Zusammensetzungen enthal- 
tend diesen Plasmidvektor sowie Verwendungen und 
Verfahren unter Einsatz dieses Plasmidvektors - 

10 Gentherapeutische Verfahren sind Verfahren zur Kor- 
rektur von erblich bedingten Erkrankungen unter 
Einsatz gentechnologischer Methodik durch Ersetzen 
eines oder mehrerer defekter Gene, durch zusatzli- 
ches Einbringen des normalen Gens oder durch Ein- 

15 bringen eines Gens, das die Wirkung des defekten 
Genes koxnpensiert . Gentherapeutische Verf ahrenswei- 
sen befinden sich gegenwartig noch im Experiment al- 
stadium am Tier. Es wird zwischen der Keimbahn- 
Gentherapie und der somatischen Gentherapie unter- 

20 schieden. Im Zuge der Keimbahn-Gentherapie wird der 
genetische Defekt im fruhen Embryonalstadium beho- 
ben, so dass auch die Keimzellen des Individuums 
betroffen werden und die veranderte genetische In- 
formation an die Nachkommen weitergegeben wird. Die 

25 somatische Gentherapie behebt genetische Defekte 
dagegen allein in den Korperzellen entwickelter Or- 
ganismen zum Beispiel durch Ubertragen eines Nor- 
malfunktion aufweisenden Genes. Das an die Nachkom- 
men weitergegebene Erbgut enthalt daher nach wie 

30 vor den genetischen Defekt. Ublicherweise werden im 
Rahmen der somatischen Gentherapie zunachst zu be- 
handelnde Korperzellen dem Korper entnommen, an- 
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schliefiend die gewunschten genetischen Veranderun- 
gen in den Zellen in vitro durchgef iihrt , und zwar 
in der Regel durch Transformation der Zielzellen 
mit dem gentherapeutisch eingesetzten Gen transfer- 
5 mierte Zellen selektioniert und anschlielSend in den 
Patienten reimplantiert . 

Voraussetzung fiir jede erfolgreiche Gentherapie ist 
die Kenntnis der molekularen Ursachen des zu behan- 
delnden Defektes. Voraussetzung ist auch die Be- 
reitstellung einer m5glichst hohen Anzahl mit dem 
erwiinschten Gen transf ormierter Zellen. Die Trans- 
formation, das heiBt das Einschleusen genetischen 
Materials in die Zellen geschieht iiblicherweise 
mittels chemisch-physikalischer Methoden, zum Bei- 
spiel Mikroinjektion von DNA, oder durch Verwendung 
von Vektoren, zum Beispiel Retroviren, Adenoviren, 
Herpes simplex-Viren, DNA-auf weisenden Liposomen 
Oder Plasmidvektoren . 

So sind zum Beispiel aus der WO 99/66061, der WO 
20 99/04026, der WO 96/37623 oder der WO 96/14332 vi- 
rale Vektoren bekannt, die fiir den Einsatz in 
gentherapeutischen Verfahren vorgeschlagen werden 
und in der Lage sind, genetisches Material in Ziel- 
zellen einzuf iihren . 

25 Aus der WO 99/5954 6 sind polymere Gentrager be- 
kannt, die Nucleinsauren in Zellen einfiihren kon- 
nen. Die WO 98/40502 beschreibt Peptid- oder Prote- 
in-haltige Zusammensetzungen, die neben einem 
Transf ektionsagens auch Nucleinsauren enthalten und 

30 fur gentherapeutische Verfahren verwendet werden 
k5nnen • 



10 
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Die US 5, 804, 604 und US 5, 674, 980 beschreiben die 
Verwendung eines Plasmides fur therapeutische Zwe- 
cke. Dieses Plasmid codiert ein Fusionsprotein, um- 
fassend einen basischen Bereich des HIV-TAT- 
5 Transportproteins (HIV : humaner Immundef izienzvi- 
rus) und den Papillomavirus E2-Repressor • Das aus 
dem TAT-Transportproteinteil und dem E2- 
Repressorprotein gebildete Fusionsprotein dient 
gleichsam als Transportvehikel fiir das Einschleusen 
10 interessierender Peptide, Makromolekiile oder klei- 
nerer Molekule wie Nucleinsauren oder Polysacchari- 
de in Zielzellen. 

Die WO 87/02989 beschreibt das HIV TAT-3 Protein 
sowie Plasmide, die dieses Protein codierende Nuc- 
15 leinsauresequenzen aufweisen. Es wird offenbart, 
dass das rekombinante TAT-3 Protein fur die Diagno- 
se und Therapie von HIV-Inf ektionen dienen kann. 

SchlieBlich offenbart Schwarze et al. (Science 
(1999) 285, 1569-1572 die intraperitoneale Injekti- 
20 on eines das HIV-TAT-Protein umfassenden Fusions- 
proteins in Mauszellen. 

Die beschriebenen im Rahmen der Gentherapie einge- 
setzten Transf oriuationsverf ahren weisen den Nach- 
teil vergleichsweise geringer Effizienz auf . Die 

25 fiir einen gentherapeutisch erf olgversprechenden An- 
satz notwendige Zahl transf ormierter Zellen lasst 
sich kaum oder gar nicht erreichen. Die beschriebe- 
nen Verfahren weisen zudem haufig auch den Nachteil 
auf, dass die Expressionsrate in den transf ormier- 

30 ten Zellen nicht hoch genug ist, um einen therapeu- 
tischen Effekt erwarten zu lassen. 
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Als besonders nachteilig erweist sich, dass manche 
Gewebe oder Organe wie das Gehirn fur Stoff- 
wechselprodukte nur schwer zu erreichen und auf- 
grund der Blut/Hirn-Schranke auch nicht von anderen 
5 Organen mit Proteinen versorgt werden konnen, Gera- 
de in solchen Geweben oder Organen ist eine somati- 
sche Gentherapie besonders problematisch, 

Der vorliegenden Erfindung liegt daher das techni- 
sche Problem zugrunde^ Mittel und Verfahren bereit- 
10 zustellen, die die fur ein erf olgreiches genthera- 
peutisches Verfahren notwendige hohe Transformati- 
ons- und Expressionsrate interessierender Gene ge- 
wahrleisten. 

Die vorliegende Erfindung 15st das ihr zu Grunde 
15 liegende technische Problem durch die Bereitstel- 
lung eines Vektors fiir gentherapeutische Zwecke, 
umfassend mindestens eine eine Translokationsse- 
quenz codierende Nucleotidsequenz ausgewahlt aus 
der Gruppe bestehend aus einer Nucleotidsequenz co- 
20 dierend fur das HSV VP22-Protein (HSV-VP22: Elliott 
und 0»Hare Cell (1997) 88, 223-233), einer Nucleo- 
tidsequenz codierend die HIV-TAT-Proteintrans- 
duktionsdomane und einer Nucleotidsequenz codierend 
das Antennipedia-Peptid (Antennipedia: Derozzi et 
25 al., J. Biol. Chem. (1994) 269, 10444-10450, Helix 
der Homeodomane: RQIKIWFGNRRMKWKK) , SEQ ID Nr. 4). 

Insbesondere ist ein derartiger Vektor als Plasmid- 
vektor, viraler Vektor oder Liposom ausgefuhrt. 

Die vorliegende Erfindung lost das ihr zu Grunde 
30 liegende technische Problem insbesondere durch ei- 
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nen Plasinidvektor;^ umfassend operativ initeinander 
verkniipft in 5'- zu 3'-Richtung mindestens einen 
konstitutiv exprimierenden Promotor, die laindestens 
eine Translokationssequenz codierende Nucleotidse- 
5 quenz, eine Notl-Clonierungsstelle fur die Inserti- 
on mindestens einer gentherapeutisch sinnvollen 
Nucleotidsequenz und eine Polyadenylierungsstelle . 
Erf indungsgemali bevorzugt wird ein Plasmidvektor 
fur gentherapeutische Zwecke bereitgestellt , wobei 

10 die Translokationssequenz die 11 Aminosauren 
YGRKKRRQRRR (SEQ ID Nr. 2) des naturlich vorkommen- 
den HIV-TAT-Leitpeptids umfasst. In einer Variante 
umfasst die Translokationssequenz die 11 Aminosau- 
ren YARAAARQARA (SEQ ID Nr. 5) eines durch gezielte 

15 Aminosaureaustausche itiodif izierten HIV-TAT- 

Leitpeptids. 

Erf indungsgemaJi bevorzugt wird ein Plasmidvektor 
fur gentherapeutische Zwecke bereitgestellt^ der 
als pCURE bezeichnet wird (Figur 1) , umfassend in 

20 operativer Verknlipfung und in 5'- zu 3'- 
Orientierung mindestens einen konstitutiv exprimie- 
renden Promotor^ mindestens eine eine Ribosomenbin- 
destelle (RBS) codierende Nucleotidsequenz, mindes- 
tens eine die HIV-TAT-Leitpeptid codierende Nucleo- 

25 tidsequenz, insbesondere codierend die 11 Aminosau- 
ren YGRKKRRQRRR (SEQ ID Nr. 2), eine Notl- 
Clonierungsstelle fur die Insertion einer genthera- 
peutisch sinnvollen Nucleotidsequenz, insbesondere 
eines gentherapeutisch sinnvollen Genes, und eine 

30 Polyadenylierungsstelle . 

Die erf indungsgemaBen Plasmidvektoren zeichnen sich 
durch eine eine Translokationssequenz, insbesondere 
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eine HIV-TAT-Leitpeptidsequenz codierende Nucleo- 
tidsequenz aus, die unmittelbar und ubergangslos im 
Leseraster an einer zum Beispiel ein therapeutisch 
sinnvolles Protein oder Proteinf ragment codierenden 
5 Nucleotidsequenz angeknupft ist, so dass im Verlauf 
der Transkription und Translation insbesondere ein 
die HIV-TAT Leitpeptidsequenz oder eine modifizier- 
te HIV-TAT-Leitpeptidsequenz aufweisendes Fusions- 
protein in der Zielzelle, das heiiit der zu trans- 

10 f ormierenden beziehungsweise transf ormierten Zelle 
gebildet wird. Der erf indungsgemali bevorzugt vorge- 
sehene Einsatz einer Translokations-Leader-Sequenz 
(Leitpeptidsequenz oder Translokationssignal) von 
11 Amino saur en, also der Proteintransduktionsdomane 

15 des HIV-TAT-Proteins, ermoglicht dem in einer Ziel- 
zelle gebildet en Fusionsprotein liber raschenderweise 
den Export aus der transf ormierten Zelle und den 
Import in mindestens eine weitere Zelle, insbeson- 
dere auch das Uberwinden der Blut-Hirn-Schranke . Es 

20 zeigte sich iiberraschend, dass die Translokation- 
seigenschaft einer modifizerten HIV-TAT- 

Proteintransduktionsdomane, insbesondere mit einer 
Aminosauresequenz gemali SEQ ID Nr. 5, als Leitpep- 
tid gegeniiber der natiirlich vorkommenden Prote- 

25 intransduktionsdomane des HIV-TAT-Proteins sogar 
noch welter verbessert ist. 

Das vom erf indungsgemaJSen Vektor codierte Fusions- 
protein eignet sich also zum interzellularen Trans- 
port. Der Einsatz des erf indungsgemaBen Plasmidvek- 
30 tors fuhrt erf indungsgemali auch zu einer erhohten 
Anzahl von transf ormierten Zellen mit intaktem Pro- 
tein je mit DNA transf ormierter Zelle. 
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Der erf indungsgemaJBe Plasiuidvektor tragt daruber 
hinaus bevorzugt eine mit der Leitsequenz verkniipf- 
te Translations-Initationssequenz, namlich eine die 
RBS-Sequenz (Ribosomenbindestelle, "Kozak-Sequenz" ) 
5 codierende Nucleotidsequenz und insbesondere alle 
weiteren fur die Transkription erf orderlichen Ele- 
mente, wie einen konstitutiv exprimierenden Promo- 
tor^ zum Beispiel der CMV-Promotor oder der humane 
beta-Aktin-Promotor fiir die ubiquitare Expression, 
10 eine Polyadenylierungsstelle, vorzugsweise die Po- 
lyadenylierungsstelle von SV4 0 {=SV4 0pA) sowie min- 
destens ein Terminationssignal . 

Der erf indungsgemaiie Plasmidvektor ist in einer be- 
sonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm, gemaJS welcher 
der Vektor ohne inserierte Fremd-DNA eine Gr5Jie von 
lediglich 2,8 kbp (Figur 2) bis 3,4 kbp (Figur 1) 
aufweist, extrem klein und kann daher auch groS>Q 
und/oder mehrere gentherapeutisch sinnvolle Gene 
Oder Genabschnitte aufnehmen. Die Insertion der 
gentherapeutisch sinnvollen Gene oder Genabschnitte 
erfolgt durch die erf indungsgemaJi bevorzugte vor- 
teilhaf terweise nur einmal im Vektor vorkommende, 
das heifit „unique^^ Notl-Schnittstelle, die unmit- 
telbar hinter der das Leitpeptid codierenden Nucle- 
otidsequenz liegt beziehungsweise mit dieser iiber- 
lappt . 

Erf indungsgemaJi ist in einer bevorzugten Ausfuh- 
rungsform vorgesehen, dass das Plasmid mit ent- 
wicklungs- oder gewebespezif ischen oder regulierba- 
30 ren regulatorischen Elementen, zum Beispiel Promo- 
toren oder Enhancern versehen wird, die mittels ei- 
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25 



wo 02/102417 



8 



PCT/EP02/06234 



ner multiplen Clonierungsstelle in den Vektor ein- 
gefiigt warden. 

Erf indungsgemaB ist in einer besonders bevorzugten 
Ausf lihrungsf orm vorgesehen^ eine multiple Clonie- 
5 rungsstelle fur die Insertion mindestens eines re- 
gulatorischen Elementes im erf indungsgemaiien Plas- 
midvektor vorzusehen, insbesondere diese - in 5'- 
zu 3' -Richtung - zwischen einem konstitutiv expri- 
mierenden Promotor und einer Ribosomenbindungsstel- 
10 le einzufiigen. In einer bevorzugten Variante ist 
der konstitutiv exprimierende der CMV- Promo t or . 

In einer besonders bevorzugten Ausf uhrungs form des 
erf indungsgemalien Plasmidvektors umfasst die Trans- 
lokationssequenz eine modifizierte Aminosaurese- 

15 quenz, die aus der Aminosauresequenz SEQ ID Nr. 2 
durch Addition, Deletion oder Austausch von mindes- 
tens einer Aminosaure, bevorzugt von 6 AminosSuren 
hervorgeht. Insbesondere werden dabei die Aminosau- 
ren Glycin, Lysin und/oder Arginin durch die Amino- 

20 saure Alanin ersetzt. 

Erf indungsgemafi) bevorzugt ist der Plasmidvektor ;r 
worin die Translokationssequenz eine modifizierte 
Aminosauresequenz umfasst, die aus der Aminosaure- 
sequenz SEQ ID Nr. 5 durch Addition, Deletion oder 
25 Austausch von mindestens einer Aminosaure, bevor- 
zugt von einer bis fiinf Aminosauren hervorgeht* 

Erf indungsgemaB bevorzugt besitzt der Plasmidvektor 
eine als ^^-N-linker^^ fungierende Nucleotidsequenz,^ 
worin die eine Translokationssequenz codierende 
30 Nucleotidsequenz enthalten ist. In einer Variante 
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dieser bevorzugten Ausf uhrungsf orm umfasst die als 
,,N"-l±nker^^ fungierende Nucleotidsequenz die Nucleo- 
tidsequenz gemali SEQ ID Nr. 12. In einer alternati- 
ven bevorzugten Ausf uhrungsf orm enthalt der erfin- 
5 dungsgemafie Plasmidvektor eine als ,,C-linker^^ fun- 
gierende Nucleotidsequenz, worin die die Transloka- 
tionssequenz codierende Nucleotidsequenz enthalten 
ist. In einer bevorzugten Variante dieser Ausfuh- 
rungsform umfasst die als ,,C-linker^^ fungierende 

10 Nucleotidsequenz die Nucleotidsequenz SEQ ID Nr. 
13. Bevorzugt wird die Translokationssequenz stets 
mit dem N-Terminus einer gentherapeutisch sinnvol- 
len Nucleotidsequenz fusioniert. Es ist jedoch 
denkbar, dass bei bestiimtiten gentherapeutisch sinn- 

15 vollen Nucleotidsequenzen wie Enzyme der native N- 
Terminus erhalten bleiben muss, da er entweder nur 
in dieser nicht-f usionierten Konformation an der 
enzymatischen Aktivitat beteiligt ist oder well er 
seinerseits spezifische Transportsignale tragt, zum 

20 Beispiel fur den Import in den Zellkern oder in die 
Mitochondien oder fur den Export in die 
extrazellulare Matrix, wobei zusatzlich eine 
Abspaltung der Leitpeptidsequenzen nach Durchtritt 
durch die entsprechende Membran moglich oder sogar 

25 notig ist. Andererseits besitzen einige 
gentherapeutisch sinnvolle Nucleotidsequenzen wie 
Enzyme einen f unktionellen C-Terminus, der zur 
Auf rechterhaltung der katalytischen Eigenschaf ten 
nicht blockiert werden darf. Um diesen beiden 

30 Moglichkeiten Rechnung zu tragen, wurden die oben 
beschriebenen erf indungsgemalien N-linker und C~lin- 
ker als wahlweiser Bestandteil des erf indungsge- 
malien Plasmidvektors konstruiert. Fiir die Codierung 
von Proteinen mit entweder N- oder C-terminaler 

35 Proteintransduktionsdomane zur Einclonierung 
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domane zur Einclonierung entsprechender genthera- 
peutisch sinnvoller Nucleotidsequenzen in die Not 
I-Schnittstelle des erf indungsgemalien Plasmidvek- 
tors. Erf indungsgemafi) bevorzugt warden daher zwei 
5 Versionen von Therapieplasmiden bereitgestellt . Zum 
einen pCURE2C, zum anderen pCURE2N (Figur 2) . 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird 
unter dam Bagriff "gentherapeutischer Zweck" ver- 
standen, dass der erf indungsgeinaBe Vektor, insbe- 

10 sondere Plasmidvektor fiir jegliche gentherapeuti- 
sche Zwecke eingesetzt werden kann, insbesondere 
fur das Einfuhren von korperf remden oder korperei- 
genen Nucleinsauresequenzen^ insbesondere DNA- 
Sequenzen^ in Zielzellen. Erf indungsgemali konnen 

15 als Zielzellen beliebige Zellen des menschlichen 
Oder tierischen Korpers, zum Beispiel eines Sauge- 
tierkorpers verstanden werden* Es kann sich dabei 
um Embryonal-^ Stamm-;. Korper- oder Keimbahnzellen 
jeglichen Entwicklungsstadiums handeln. Die Erfin- 

20 dung betrifft also auch die Verwendung des Vektors, 
insbesondere Plasmidvektors, sowohl ftir die Soma- 
zell-Gentherapie als auch fur die Keimbahn- 
Gentherapie. Die Erfindung erfasst jedoch auch die 
Verwendung des Vektors, insbesondere Plasmidvek- 

25 tors, fiir andere als gentherapeutische Zwecke, zum 
Beispiel fiir Forschungszwecke oder fiir gendiagnos- 
tische Zwecke. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird 
unter dem Begriff "operativ miteinander verkniipft" 
30 verstanden, dass die miteinander verkniipften Ele- 
mente so miteinander verkniipft sind, dass sie be- 
st immungsgemafi zusaimuenwirken konnen, zum Beispiel 
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dass operativ miteinander verkniipfte Transkripti- 
onselemente eine korrekte Transkription gewahrleis- 
ten. Operativ miteinander verkniipfte Transkripti- 
ons- und Translationseleiuente ermoglichen eine kor- 
5 rekte Expression, das heifit insbesondere Transkrip- 
tion und Translation, zu einem f unktionsf ahigen 
Translationsprodukt . 

Iiu Zusaimaenhang mit der vorliegenden Erfindung war- 
den unter ,,gentherapeutisch sinnvollen^^ Nucleotid- 

10 sequenzen, zum Beispiel auch Gene, Genabschnitte 
Oder andere strukturelle Genombereiche verstanden, 
deren Einfugen in eine Zielzelle aus therapeuti- 
scher Sicht sinnvoll ist. Die zu inserierenden Nuc- 
leotidsequenzen, insbesondere Gene, konnen endogen 

15 Oder exogen zu der Zielzelle sein. Es kann sich 
dabei uin Nucleotidsequenzen handeln, die zur Kom- 
plementation oder Korrektur von Gendefekten im be- 
handelten Korper dienen. Es konnen darunter jedoch 
auch ein oder mehrere Genabschnitte verstanden wer- 

20 den, die dem Ausschalten von Zielgenen in Zielzel- 
len dienen, foeispielsweise mittels homologer Rekom- 
bination. Gentherapeutisch sinnvolle Nucleotidse- 
quenzen, insbesondere Gene oder Genabschnitte, kon- 
nen auch Antisinn-Konstrukte sein, die der 

25 Transkriptionsinhibition in der Zielzelle dienen 
und damit die Expression bestimmter Proteine ver- 
hindern oder reduzieren. 

Fur die Insertion in den vorliegenden Plasmidvektor 
geeignete Gene oder Genabschnitte konnen naturlich 
30 auch Protein-codierende oder nicht-Protein codie- 
rende Bereiche sein. Im Zusammenhang mit der vor- 
liegenden Erfindung werden unter gentherapeutisch 
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sinnvollen Proteinen Genprodukte verstanden, die in 
natiirlicher Form, das heilit Wildtypf oriu, oder itiodi- 
fizierter Form in Zielzellen nach Einfugen mittels 
gentechnologischer Methoden exprimiert warden. 

5 Derartige gentherapeutisch sinnvolle Proteine kon- 
nen beliebige Proteine sein, die zum Beispiel in 
defekter Form in der Zelle vorkommen oder dort gar 
nicht exprimiert werden und mittels der Gentherapie 
in die Zelle eingebracht werden konnen, es konnen 

10 aber auch Proteine sein, die in der Zielzelle auch 
naturlicherweise nicht vorkommen, gleichwohl aber 
therapeutisch dort erwunscht sind, Derartige Prote- 
ine konnen auch als Proteinf ragmente oder Fusions- 
proteine ausgefuhrt sein und gegebenenf alls Modifi- 

15 kationen, zum Beispiel posttranslationelle Modifi- 
kationen, aufweisen. Von besonderem Interesse sind 
Gene, die in der Zielzelle abwesende, in verringer- 
ter Menge oder in mutanter Form vorhandene Proteine 
codieren. Derartige Proteine konnen insbesondere 

20 Hormone, Wachstumsf aktoren. Enzyme, Lymphokine, Cy- 
tokine, Rezeptoren und ahnliches ein. Insbesondere 
kann es sich urn Faktor VIII, tPA oder den Molybdan- 
Cofaktor handeln. 

Die Molybdan-Cof aktor-Def izienz ist eine schwere 
25 neurologische bisher nicht therapierbare und 
schlieBlich letale Erkrankung. Hier reichen kleins- 
te Mengen an intaktem Cofaktor und somit auch an 
Biosynthese-Enzymen fur einen klinisch unauffalli- 
gen Phanotyp aus . Hauptsyntheseort ist die Leber, 
30 die relativ gut erreichbar ist. Die hier gebildeten 
Enzyme konnen aufgrund der erf indungsgemalien Vorge- 
hensweise unter Verwendung des erf indungsgemaB ein- 
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gesetzten Translokationssignales exportiert und 
auch voiu Gehirn auf genommen werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft daher auch Ver- 
fahren zur Behandlung der Molybdan-Cof aktor- 
5 Def izienz und Molybdan-Cof aktor-Mangelkrankheit en, 
wie der Sulf itoxidasemangel oder der Xantin- 
oxidasemangel . 

Weitere Beispiele fur zu inserierende Gene sind Ge- 
ne die fiir Hamoglobin, Interleukin-1, 2, 3, 4, 5, 
10 6r Ir 8r 9, 10, 11, GM-CSF, G-CSF, M-CSF, menschli- 
chen Wachstumsf aktor , Insulin, Faktor IX, LDL- 
Rezeptoren, Tumornecrosef aktor , PDGF, EGF, NGF, IL- 
Ira, EPO, TPO, Beta-Globin sowie biologisch aktive 
Muteine dieser Proteine codieren. 

15 Da der erf indungsgemalie Plasmidvektor insbesondere 
auch zur Expression der Fusionsproteine im Bronchi- 
alepithel fuhrt, sind erf indungsgemali auch Nucleo- 
tidsequenzen in dem erf indungsgemaBen Plasmidvektor 
vorgesehen, die therapeutisch sinnvolle Proteine 

20 zur Behandlung von Mukoviszidose (zystische Fibrose 
der Lunge) codieren. Die vorliegende Erfindung be- 
trifft daher auch ein Verfahren zur Behandlung von 
Mukoviszidose . 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm ist 
25 vorgesehen, dass der erf indungsgemalie Plasmidvektor 
als konstitutiv exprimierenden Promoter den humanen 
beta-Aktin-Promotor enthalt, der insbesondere kein 
Intron umfasst. In einer bevorzugten Variante die- 
ser Ausf uhrungsf orm umfasst der humane beta-Aktin- 
30 Promotor die Nucleotidsequenz SEQ ID Nr. 10. Ent- 
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sprechend dieser erf indungsgemalien Variante des 
Promotor-Bereichs wird diese einfachste Proxnotor- 
struktur ohne Intron als Plasmidvektor pCURE2basic 
bezeichnet • 

5 In einer weiteren Ausf tihrungsf orm ist vorgesehen, 
dass der Plasmidvektor einen Expressionsverstarker, 
insbesondere einen Enhancer, besonders bevorzugt 
den CMV-enhancer aufweist. In einer weiteren bevor- 
zugten Ausf uhrungsf orm des erf indungsgemaiSen Plas- 

10 midvektors umfasst der konstitutiv exprimierende 
Promotor in 5'- zu 3'-Richtung eine den CMV- 
enhancer codierende Nucleotidsequenz und den huma- 
nen beta-Aktin-Promotor . In einer bevorzugten Vari- 
ante umfasst die den CMV-enhancer codierende Nucle- 

15 otidsequenz die Nucleotidsequenz SEQ ID Nr. 9. 

In einer weiteren erf indungsgemaBen Variante um- 
fasst der humane beta-Aktin-Promotor sein natives 
Intron- Der so bereitgestellte erf indungsgemaJie 
Plasmidvektor wird als pCURE2natin bezeichnet. 

In einer weiteren Variante umfasst der im erfin- 
dungsgemaJBen Plasmidvektor enthaltene humane beta- 
Aktin-Promotor ein verkiirztes Intron, das die nati- 
ven 5'- und 3' -Spleissstellen und ein verkiirztes 
,,stuff er^^ -Fragment • In einer weiteren Variante um- 
fasst das verkiirzte Intron des humanen beta-Aktin- 
Promotors zusatzlich eine den SV40-enhancer codie- 
rende Nucleotidsequenz. Erf indungsgemali bevorzugt 
ist dabei das ,,stuf f er^^-Fragment soweit verktirzt, 
so dass es lediglich die ^,branch site''^ umfasst. 
Insbesondere ist das ^,stuf f er^^-Fragment um 700 bis 
800 bp verkiirzt, besonders bevorzugt ist das stuf- 
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f er-Fragment um 7 61 bp verkurzt. Die so bereitge- 
stellten erf indungsgemalien Plasmidvektoren werden 
als pCURE2minin (beinhaltend das verkiirzte Intron) 
beziehungsweise pCURE2enhin (beinhaltend das ver- 
5 kiirzte Intron und den SV40-enhancer ) bezeichnet. 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm des erfin- 
dungsgemalien Plasmidvektors ist die Polyadenylie- 
rungsstelle das SV40-Polyadenylierungssignal, in 
einer weiteren Variante ist die Polyadenylie- 
10 rungsstelle ein BGH-Polyadenylierungssignal 

(== BGHpA) des bovinen Wachstumshormons (bovine 
growth hormone) . Besonders bevorzugt ist die Polya- 
denylierungss telle das BGH-Polyadenylierungssignal 
umfassend die Nucleotidsequenz SEQ ID Nr. 6. 

15 Erf indungsgemali bevorzugt ist in 5'- zu 3'-Richtung 
nach dem konstitutiv exprimierenden Promotor und 
unmittelbar vor der eine Translokationssequenz ko- 
dierenden Nucleotidsequenz eine Ribosoiaenbin- 
dungsstelle (RBS) init Startkodon lokalisiert. 

20 Erf indungsgemaB auBerdem bevorzugt ist in dem er- 
f indungsgemalien Plasmidvektor in 5'- zu 3'-Richtung 
nach dem konstitutiv exprimierenden Promotor und 
vor der eine Translokationssequenz codierenden Nuc- 
leotidsequenz eine multiple Clonierungsstelle fur 

25 die Insertion mindestens eines regulatorischen Ele- 
mente lokalisiert. In einer bevorzugten Variante 
des erf indungsgemalien Plasmidvektors ist das min- 
destens eine regulatorische Element ein gewebespe- 
zif ischer Promotor . 
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In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm sieht 
die Erfindung vor, dass der erf indungsgemaBe Plas- 
midvektor mindestens ein Resistenzgen, insbesondere 
ein bakterielles Resistenzgen enthalt. In einer be- 
5 vorzugten Variante ist dieses bakterielle Re- 
sistenzgen das amp^-Gen fur die Ampicilin- 
Resistenz. In einer alternativen Variante ist das 
bakterielle Resistenzgen ein kan^-Gen fur Kanami- 
cin-Resistenz . Bevorzugt umfasst das kan^-Gen die 
10 Nucleotidsequenz SEQ ID Nr. 7. 

Die Erfindung sieht in einer weiteren Ausfiihrungs- 
foriti vor, dass das mindestens eine Resistenzgen 
mindestens eine Schnittstelle zum Linearisieren 
und/oder Inaktivieren des Resistenzgens aufweist* 

15 In einer weiteren Ausf uhrungsf orm ist es bevorzugt, 
dass der Plasmidvektor mindestens einen Replikati- 
onsursprung fiir die Plasmidanzucht insbesondere in 
Bakterien aufweist. In einer bevorzugten Variante 
umfasst der Replikationsursprung die Nucleotidse- 

2 0 quenz SEQ ID Nr. 8. 

Erf indungsgemali bevorzugt ist der Plasmidvektor aus 
dem bekannten Vektor pcDNA 3.1 (-) abgeleitet und 
ist insbesondere 3,4 kbp groli (Figur 1). In einer 
besonders bevorzugten alternativen Ausf uhrungsf orm 
25 ist der erf indungsgemafie Plasmidvektor lediglich 
2,8 kbp groli und umfasst insbesondere bevorzugt die 
Nucleotidsequenz SEQ ID Nr. 11 (Figur 2) . 

Die Erfindung betrifft in einer weiteren Ausfiih- 
rungsform auch Wirtszellen oder Zellen einer Zell- 
30 kultur, enthaltend mindestens einen Plasmidvektor 
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der vorliegenden Erfindung. Eine derartige Wirts- 
zelle kann unter anderem eine bakterielle Zelle, 
eine Hefezelle, eine tierische Zelle,. zum Beispiel 
eine Sauger- oder Insektenzelle oder eine menschli- 
5 che Zelle sein. 

Die Erfindung betrifft auch Verfahren zur geneti- 
schen Modif izierung einer Zelle, zum Beispiel einer 
tierischen oder menschlichen Zelle, umfassend das 
Inkontaktbringen der Zelle mit einem Vektor, insbe- 
10 sondere Plasmidvektor, gemaB der vorliegenden Er- 
findung unter Bedingungen, die eine Aufnahme des 
Vektors, insbesondere Plasmidvektors, in die Zelle, 
insbesondere das Genom der Zelle erlauben. 

Die Erfindung betrifft daher auch Verfahren zur 
15 Herstellung genetisch modif izierter Zellen, wobei 
die genetisch zu modif izierenden Zellen mit einem 
Vektor, insbesondere Plasmidvektor , der vorliegen- 
den Erfindung in Kontakt gebracht und dabei tran- 
sient oder stabil transf ormiert werden. 

20 Die Erfindung betrifft auch die Verwendung eines 
Vektors, insbesondere Plasmidvektors, der vorlie- 
genden Erfindung fiir die Herstellung eines Prapara- 
tes, insbesondere eines pharmazeutischen Praparates 
fiir die Gentherapie, insbesondere die somatische 

25 Gentherapie. 

Die Erfindung betrifft daher auch Praparate, insbe- 
sondere pharmazeutische Praparate, enthaltend min- 
destens einen Vektor, insbesondere Plasmidvektor, 
der vorliegenden Erfindung, gegebenenf alls zusammen 
30 mit einem pharmazeutisch vertraglichen Trager. 
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Weitere vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung 
ergeben sich aus den Unteransprlichen. 

Die Erfindung wird anhand der nachstehenden Bei- 
spiele, der dazugehorigen Figuren und Sequenzproto- 
5 kolle naher erlautert. 

Im Sequenzprotokoll stellen dar 

SEQ ID Nr. 1 die 33 die HIV-TAT-Leitpeptidsequenz 
(SEQ ID Nr. 2) codierenden Nucleotide, 

SEQ ID Nr. 2 die 11 Aminosauren der natiirlich vor- 
10 kommenden HIV-TAT-Leitpeptidsequenz, 

SEQ ID Nr. 3 die 49 Nucleotide enthaltende Nucleo- 
tidsequenz des die RBS, die HIV-TAT-Region und No~- 
tl-Clonierungsstelle \imfassenden Bereichs von pCU- 
RE, 

15 SEQ ID Nr. 4 die Aminosauresequenz der Helix der 
Homoodomane von Antennipedia, 

SEQ ID Nr. 5 die 11 Aminosauren der modif izierten, 
nicht naturlich vor kommenden HIV-TAT-Leitpeptid- 
sequenz, 

20 SEQ ID Nr. 6 die 235 Nucleotide enthaltende Nucleo- 
tidsequenz des BGH-Polyadenylierungs signals, 

SEQ ID Nr. 7 die 1189 Nucleotide enthaltende Nucle- 
otidsequenz des Kanamicin-Resistenzgens kan^. 
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SEQ ID Nr. 8 die 551 Nucleotide enthaltende Nucleo- 
tidsequenz des Replikationsursprungs (origin of 
replication) , 

SEQ ID Nr, 9 die 348 Nucleotide enthaltende Nucleo- 
5 tidsequenz des CMV-enhancer, 

SEQ ID Nr. 10 die 377 Nucleotide enthaltende Nucle- 
otidsequenz des beta-Aktin-Promotors^ 

SEQ ID Nr. 11 die 2810 Nucleotide enthaltende Nuc- 
leotidsequenz des erf indungsgemafien Plasmidvektors 
10 pCURE2basic (ohne eine clonierte gentherapeutisch 
sinnvolle Nucleotidsequenz) , 

SEQ ID Nr. 12 zeigt die 40 Nucleotide enthaltende 
Nucleotidsequenz des die modif izierte HIV-TAT- 
Leitpeptidsequenz (SEQ ID Nr. 5) codierenden „N- 
15 linker""^ aus synthetischen Oligonucleotiden 2NF und 
2NR und 

SEQ ID Nr. 13 die 37 Nucleotide enthaltende Nucleo- 
tidsequenz des die modif izierte HIV-TAT- 
Leitpeptidsequenz (SEQ ID Nr. 5) codierenden „C- 
20 linker'' aus synthetischen Oligonucleotiden 2CF und 
2CR. 

Die Figuren zeigen: 

Figur 1 eine grafische Darstellung des Plasmids 

pCURE, 

25 Figur 2 eine grafische Darstellung des Plasmids 

pCURE2basic, 
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Figur 3 eine in situ Farbung einer erf indungsge- 

maC) transf oritiierten Gehirnhalfte und eine 
Kontrolle, 

Figur 4 Dunnschnitte von Leber und Gehirn (je- 
5 weils Negativkontrolle und erf indungsge- 

maii transf ormiert) ^ 

Figur 5 Dtinnschnitte eines erf indungsgemaB trans- 

formierten Gehirns nach intrahepatischer 
Injektion von pCURE2Cbasic-lacZ (Figur 
10 5A) und Dunnschnitt des Gehirns eines un- 

behandelten Kontrolltieres (Figur 5B) ^ 

Figur 6 Dunnschnitte einer Lunge mit erfindungs- 

gemaB transf ormiert em Bronchialepithel 
nach intrahepatischer In j ektion von 
15 pCURE2Cbasic-lacZ (Figur 6A) und Dunn- 

schnitt der Lunge eines unbehandelten 
Kontrolltieres (Figur 5B) . 



Beispiel 1: Herstellung des Plasmids pCURE 

20 Der Expressionsvektor pcDNA 3.1 (-) von Invitrogen 
(Kat.-Nr, V 7 95-20) wurde mit EcoRV und Nael ge- 
spalten. Anschlieliend wurde das Plasmid religiert 
und die Nucleotidsequenz gemaJi SEQ ID Nr, 3 in die 
Notl-Stelle inseriert . 

25 Figur 1 stellt grafisch das Plasmid pCURE in PVU I- 
linearisierter Form (von links nach rechts in 5'- 
zu 3 * -Orientierung) dar. Die in Figur 1 verwendeten 
Abkiir zungen bedeut en : 
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CMV 



CMV-Promotor zur zelltypunabhangigen Ex- 
pression (Quelle: pcDNA3.1(-)) 



MCS Multiple Clonierungsstelle filr gewebespe- 

zifische Promotoren: NhelU, Pmel, Drall, 
5 Apal, Xbal, Xhol 

RBS Ribosomale Bindungsstelle mit Startcodon 

TAT TAT leader-Sequenz als Translokations- 

signal fur interzellularen Transport 

NotI Insertionsstelle (Clonierungsstelle) fiir 

10 zum Beispiel therapeutisch sinnvolle cDNA 

SV4 0pA SV4 0 Polyadenylierungssignal und 

Trans kriptionsterminat ion 

pMBl Replikationsursprung (origin of replica- 

tion) ( "pUC-derived" ) fiir Plasmidanzucht 
15 in Bakterien 

amp Ampicillin-Resistenzgen 

Pvul Schnittstelle zum Linearisieren und Inak- 

tivieren der Amplicillin-Resistenz 

pCUREl hat ohne inserierte DNA eine GroiJe von 3,4 
20 kbp. 

Figur 1 kann entnoimnen werden, dass zwischen Pcmv/ 
also dem CMV-Promotor , und der ribosomalen Bin- 
dungsstelle eine multiple Clonierungsstelle MCS an- 
geordnet ist. In 3 ' -Richtung davon folgen eine TAT- 
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leader-Sequenz, eine Notl-Insertionsstelle sowie 
die SV40pA Polyadenylierungsstelle . 

Beispiel 2; Herstellung des Plasmids pCURE-lacZ 

5 pCURE-lacZ wurde konstruiert durch Clonierung des 
lacZ-Gens aus E. coll in die Notl-Schnittstelle von 
pCURE (Figur 1) • Das resultierende Plasmid pCURE- 
lacZ enthalt die Aminosauren 8 bis 1023 der E.coli 
beta-Galaktosidase, die Xgal zu einem blauen Farb- 
10 stoff umsetzen. Diese katalytische Domane liegt im 
Leseraster hinter der HIV-TAT-Translokations- 
Leader-Sequenz, welche einen interzellularen Trans- 
port ermoglicht . 

15 Beispiel 3: Intraperitoneale Applikation von 
pCURE-lacZ in Mausen 

pCURE-lacZ wurde im mg-MaJistab steril und pyro- 
genfrei aus dem E. coli-Staitim JM109 isoliert (Qiagen 
endomaxiprep kit) und nach Konzentrationsbestiininung 
20 auf 150 iriM Phosphatpuf f er pH 7^0, eingestellt 
(dieser Puffer dient auch als Injektionslosung fUr 
die Kontrollmause) . 

Die Injektionen itiit pCURE-lacZ erfolgten an gesun- 
den Mausen. Neugeborenen Mausen wurden 50 iJig pCURE- 

25 lacZ in 50 ]j.1 Phosphatpuf f er direkt in die Leber 
gespritzt. Nach 96 h wurden die Tiere getotet und 
verschiedene Organe entnommen . Hirn, Leber, Herz 
und Lunge wurden in toto in flussigem Stickstoff 
eingefroren und bei — VO^^C bis zur weiteren Analyse 

3 0 auf bewahrt . 
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Obengenannte Organe wurden in Xgal-Farbelosung 
(Stratagene Xgal In situ detection kit) bei 31 °C 
liber Nacht inkubiert und nach Einbettung in Paraf- 
fin fur Dunnschnitte von 10-~40 jam verwendet. 

5 Exgebnl sse : 

Figur 3 zeigt in toto gefarbte Gehirnhalf ten nach 
Xgal-Inkubation. Links: Injektion von 50 |-ig 
pCURE-lacZ. Rechts: Injektion von 50 jil Phosphat- 
puffer (Negativkontrolle) . 

10 Figur 4 zeigt paraf f in-f ixierte Dunnschnitte der 
entsprechenden Organe. a) und b) Lebergewebe: a) 
Negativkontr^olle b) Injektion von pCURE-lacZ. c) 
und d) Gehirn: c) Negativkontrolle d) Injektion von 
pCURE-lacZ . 

15 Deutlich ist zu erkennen, dass die erf indungsge- 
mafien Vektoren erfolgreich in das Gewebe transfe- 
riert, dort exprimiert und die Genprodukte auch in 
nicht transf izierte Organe, insbesondere das Ge- 
hirn transportiert wurden. 

20 

Beispiel 4: Die Plasmide pCURE2basic, pCURE2nativ, 
pCURE2minin und pCURE2enhin 

Der auf dem Therapieplasmid pCURE gemaii Beispiel 1 
vorhandene CMV-Promotor wird ersetzt durch ver- 
25 schiedene Varianten des menschlichen beta-Aktin- 
Promotors • Beide Promotoren werden ubiquitar, also 
in alien Organen exprimiert. Ausgehend von diesen 
Vorversuchen wird zunachst der menschliche beta- 
Aktin-Promotor unter Verwendung genomischer Klone 
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und PCR-Technologien zur Verwendung in den Thera- 
pieplasmiden isoliert. Das menschliche beta-Aktin- 
Gen wird lebenslang ubiquitar exprimiert^. eine Pro- 
motor-Inaktivierung wird so umgangen- Urn einerseits 
maximal mogliche Expressionsraten zu erhalten und 
andererseits die Grc3]3e des Gesamt-Plasmids so klein 
wie moglich zu halten -da dies wiederum unmittelbar 
die Transf ektionsraten beeinflusst- wird erfin- 
dungsgemafi der menschliche beta-Aktin-Promotor in 
insgesamt vier verschiedenen Varianten des Promo- 
torbereichs verwendet : 

a) CMV-enhancer + beta-Aktin-Promotor + BGHpA (kein 
Intron) 

b) CMV-enhancer + beta-Aktin-Promotor + natives be- 
ta-Aktin-Intron + BGHpA (Intron) 

c) CMV-enhancer + beta-Aktin-Promotor + verkiirztes 
beta-Aktin-Intron + BGHpA (mini-Intron) 

d) CMV-enhancer + beta-Aktin-Promotor 4- beta-Aktin- 
Intron, worin die interne Intron-Sequenz durch 
das SV40-enhancer-Element ersetzt ist + BGHpA 
(enhancer- Intron) 

Zu a) der ^,reine^^ Promotorbereich enthalt die soge- 
nannten „CAT^^- und TATA ^'^ -Boxen zur Transkriptions- 
initiation und stellt die kleinste der vier Mog- 
lichkeiten dar. 

Zu b) diese Version enthalt zusatzlich zum Promoter 
ein Intron vor dem Start-Codon beziehungsweise der 
kodierenden Sequenz. Das Intron besteht aus einer 
5'- und 3' -SpleiiSstelle sowie einem internen „stuf- 
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fer^^~ Fragment, das lediglich fur einen gewissen Ab- 
stand zwischen den beiden SpleiBstellen sorgt. Da 
das Intron keine kodierende Sequenz enthalt, kann 
es nur regulatorische Eigenschaf ten auf der Ebene 
5 der Transkription haben. 

Zu c) Das mini-Intron enthalt die nativen 5'- und 
3' "SpleiBstellen, der ,,stuffer^^ ist jedoch stark 
verktirzt, um die GroBe des Gesamtplasmids gering zu 
halten. Der ,^stuf f er'''^ ist dabei so verkiirzt, dass 
10 die sogenannte ,,branch site^^ noch enthalten ist. 
Insbesondere ist der ,,stuffer^^ des Mini-Introns um 
7 61 bp verktirzt. 

Zu d) Das enhancer-Intron entspricht dem mini- 
Intron zuzuglich dem SV40-enhancer-Bereich, der 

15 seinerseits als ,,stuffer^^ dient und somit einer An- 
forderung an den Abstand zwischen den beiden 
Spleifistellen Rechnung tragt. Andererseits erfullt 
er zusatzlich zu dem passiven nativen ,,stuffer^^ ei- 
ne Verstarkungsf unktion der Expression. Nach der 

20 Transkription wird dieser bis dahin zweimal niitzli- 
che Bereich (Kernimport und Abstandshalter ) nicht 
mehr benotigt und wie das native Intron heraus- 
gespleiJit . 

Struktur der pCURE2~Flasmide : 

25 Der Promotorbereich bestehend aus dem CMV-enhancer 
(native Sequenz aus dem Cytomegalovirus, GenBank 
M60321) , verschiedenen Teilen des humanen beta- 
Aktin-Promotors (native Sequenz aus dem humanen Ge- 
nom, Genbank AC006483) , in einer der oben beschrie- 

3 0 benen Varianten aus dem SV4 0 enhancer-Element (na- 
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tive Sequenz aus dem Simian Virus 40, GenBank 
NC001669), bildet zusaininen mit der BGH- 
Polyadenylierungsstelle (native Sequenz aus dem 
Rindergenom, GenBank J00008) die Expressionskasset- 
5 te des Therapieplasmids . Dieses besteht weiterhin 
aus einem Replikationsursprung (origin of replica- 
tion, ori) zur Plasmidvermehrung in Bakterien ins- 
besondere die native Sequenz aus pUC9 (identisch zu 
pUCl3 GenBank L09130) sowie insbesondere einer Ka- 
10 namycin-Resistenz (nativ aus pACYC177, GenBank 
X06402) zur Antibiotika-Selektion in Bakterien. 

Die Kanamycin-Resistenz hat gegeniiber der in pCURE 
(Beispiel 1) verwendeten Ampicillin-Resistenz den 
weiteren Vorteil, dass ihre Verwendung auch ftir 
15 klinische Priifungen ab der Phase III zugelassen 
ist. Samtliche der Sequenzelemente von pCURE2 wur- 
den einzeln hergestellt, Es wurde also nicht wie 
bei pCURE ein Vorlauf erplasmid wie pcDNA3 . 1 verwen- 
det . 

2 0 Dariiber hinaus werden samtliche Elemente so mitein- 
ander verknupft, dass stets eine einzige (unique) 
Notl-Schnittstelle zur Einklonierung weiterer Ele- 
mente beziehungsweise einer kodierenden Sequenz zur 
Verfiigung steht. Dies beinhaltet die gentechnische 

25 Beseitigung von Notl-Schnittstellen in der nativen 
beta-Aktin-Promotor-Sequenz . Die so verknupften E- 
lemente (Expressionskassette plus Replikations- 
ursprung plus Kanamycin-Resistenzgen) bilden den 
Therapievektor pCURE2 . Entsprechend den oben be- 

30 schriebenen vier Varianten des Promotor-Bereichs 
beinhaltet pCURE2basic die einfachste Promotor- 
struktur a (kein Intron) • pCURE2natin beinhaltet 
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Version b (natives Intron) . pCURE2ininin beinhaltet 
Version c (mini-Intron) . pCURE2enhin beinhaltet 
Version d (enhancer-Intron) . 

Verp^endung der Translokationsssquenzen: 

5 Auf Proteinebene durchgef tihrte Experimente zeigen, 
dass die Translokationseigenschaf t der HIV~TAT- 
Proteintransduktionsdomane (PTD) durch gezielte 
Aininosaure-Austausche verbessert werden kann (Ho et 
al.. Cancer Research 2001, 61:474-477). Die besten 

10 Ergebnisse erzielt die (nicht natiirlich vorkommen- 
de) Sequenz YARAAARQARA (SEQ ID Nr. 5) . Diese Se- 
quenz wird in den oben beschriebenen vier Grundva- 
rianten von pCURE2 verwendet, um die auf dem 
Plasmidvektor kodierten Proteine zu fusionieren mit 

15 dieser die Translokationseigenschaf t der Fusions- 
proteine. verursachenden Domane. 

Es werden die oben beschriebenen vier Varianten von 
pCURE2 jeweils konstruiert wahlweise fur die Kodie- 
rung von Proteinen mit N- als auch mit C-terminaler 
2 0 Proteintransduktionsdomane nach Einklonierung ent- 
sprechender kodierender Sequenzen in die unique No- 
tl-Schnittstelle . Hieraus ergeben sich insgesamt 8 
Moglichkeiten und Therapieplasmide : 



Das basale Therapieplasmid pCURE2basic mit seinen 
insgesamt 8 Varianten ist in Figur 2 dargestellt. 



25 



pCURE2Cbasic 
pCURE2Cnatin 
pCURE2Cminin 
pCURE2Cenhin 



pCURE2Nbasic 
pCURE2Nnatin 
pCURE2Nminin 
pCURE2Nenhin 
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Herstellung der pCURE2~Plasmide : 

Die Sequenz fiir die Kanamycin-Resistenz (kan^) wird 
aus pACYC177 PGR amplif iziert . Der origin of repli- 
cation (ori) wird aus pUC9 mittels PGR amplif i- 
5 ziert. Diese beiden Sequenzen werden unter Verwen- 
dung von Schnittstellen^ welche in die PGR-Priiner 
eingebaut wurden, miteinander verkniipft, wobei er- 
f indungsgemal?) eine unique Notl-Schnittstelle ent- 
steht . 

10 In diese wird die GMV-enhancer-Sequenz, die aus 
pGURE (Beispiel 1) mittels PGR amplif iziert worden 
ist, eingebaut, wobei die PGR-primer erf indungsge- 
iriaB so gewahlt werden dass nur in 3'^-Richtung vom 
Enhancer (downstream) die Notl-Schnittstelle res- 

15 tauriert wird und somit unique bleibt. 

Die BGHpA wird aus genomischer Rinder-DNA PGR 
amplifiziert und nach dem Enhancer in die unique 
Notl-Schnittstelle eingebaut, wobei die PCR-Primer 
erf indungsgemaii so gewahlt worden sind, dass nur 
20 die Notl-Schnittstelle vor der BGHpA (upstream) 
restauriert wird. 

Zwischen Enhancer und Polyadenylierungsstelle wer- 
den je nach Promotor-Version erf indungsgemaJB ver- 
schiedene Bereiche des menschlichen beta-Aktin- 

25 Promoters beziehungsweise der SV40 enhancer-Region, 
die jeweils zuvor aus genomischer DNA amplifiziert 
worden sind, eingebaut. Dieser Einbau erfolgt nach 
dem oben ausgefuhrten Prinzip, wobei Schnittstellen 
so in die PGR-Primer eingebaut werden, dass jeweils 

30 nur die 3 ''-Notl-Schnittstelle (downstream) restau- 
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riert wird und somit das Plasmid fur die nachste 
Ligation wieder mit NotI linearisiert werden kann. 

Nach dem gleichen Prinzip werden die erf indungsge- 
malien N- oder C-linker eingebaut, die jeweils kom- 
5 plett synthetisiert worden sind, Der N-linker ver- 
sieht erf indungsgemaB das Fusionsprotein mit einer 
N-terminalen Proteintranslokationsdomane (PTD) , die 
3 ^-Notl-Schnittstelle bleibt dabei fur den Einbau 
weiterer Sequenzen erhalten. Der C-linker versieht 
10 erf indungsgeiuaiS das Fusionsprotein mit einer C- 
terminalen PTD^ wobei die 5 ^-Notl-Schnittstelle er- 
halten bleibt. 

Herstellung von pCURE2Nbaslc~lacZ und pCURE2Cbasic- 
lacZ : 

15 Die lacZ-Kassette wurde fur pCURE2Nbasic-lacZ aus 
pCURE-lacZ (Beispiel 2) mit Restriktionsenzymen 
isoliert beziehungsweise fur pCURE2Nbasic-lacZ aus 
pCURE-lacZ (Beispiel 2) PCR-amplif iziert • 

20 Beispiel 5: Intrahepatische Applikation von pCU- 
RE2Nbasic-lacZ in Mausen 

Zwei Tage alte Mause (Wildtyp) wurden mit 50 pg des 
isolierten erf indungsgemafien Plasmidvektors enthal- 
tend das lacZ~Gen in 50 pi eines 150 mM Phosphat- 

25 puffers mit pH 7,0 intrahepatisch injiziert. Nach 7 
Tagen wurden die Tiere getotet, die Organe entnom- 
men und nach einer Xgal-Farbung wurden Paraffin- 
schnitte der Lunge und des Gehirns angefertigt. 
Gleichzeitig wurden von nichtinj izierten gleich al- 

30 ten Kontrolltieren ebenfalls Paraf f inschnitte von 
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Gehirn und Lunge angefertigt. Die Xgal-Farbung er- 
folgte gemaB Beispiel 3. Alle Vergrolierungen der 
Paraf f inschnitte sind hundertfach und ohne Gegen- 
farbung. 

5 Ergebnlsse : 

Die Figuren 5A und 5B zeigen in toto gefarbte 
Gehirnhalf ten nach Xgal-Inkubation. Figur 5A: Nach 
Injektion von 50 \xq des Plasmidvektors • Figur 5B: 
nach Injektion von 50 yil Phosphatpuf f er (Negativ- 
10 kontrolle) . 

Zu sehen ist bei den Hirnschnitten rechts der stark 
angefarbte Plexus choroideus sowie links die ange- 
farbten Neuronen der Hirnrinde. Klar zu erkennen 
ist^ dass in den mit den erf indungsgemaJien Plasmid- 
15 vektor behandelten Tieren die Neuronen blau gefarbt 
sind; dort wurde das lacZ-Gen erf indungsgemaB 
transf oriuiert und exprimiert. 

Die spezifische Transformation und Expression des 
Marker-Proteins macht deutlich, dass der erfin- 
20 dungsgemafie Plasmidvektor zur soiuatischen Genthera- 
pie von Hirn-Neuronen geeignet ist. Die Blut- 
Hirnschranke wird dabei - besonders liberraschend - 
von den erf indungsgemaBen Fusionsproteinen iiberwun- 
den. 

25 Die Figuren 6A und 6B zeigen die Ergebnisse fiir die 
Lunge: Bei den Lungenschnitten ist zentral ein 
Bronchus mit stark angefarbtem Epithel zu sehen. 
Aufgrund der ausbleibenden Anfarbung in der Nega- 
tiv-Kontrolle ist diese Struktur dort nur schwer zu 

30 erkennen. Die spezifische Anfarbung des Bronchiale- 
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pithels zeigt, dass das mit dem erf indungsgemaJien 
Plasmidvektor in das Bronchialepithel transf ormier- 
te lacZ-Gen exprimiert wird. 

Die spezifische Anfarbung des Bronchialepithels 
5 macht die Verwendung des erf indungsgemafien Plasmid- 
vektors insbesondere fur eine Behandlung der zysti- 
schen Fibrose der Lunge (Mukoviszidose) geeignet. 
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Aaspriiche 

1. Vektor fiir gentherapeutische Zwecke, umfassend 
mindestens eine eine Translokationssequenz co- 
dierende Nucleotidsequenz ausgewahlt aus der' 
Gruppe bestehend aus Nucleotidsequenzen codie- 
rend fur das HSV VP22-'Protein, eine HIV-TAT 
Proteintransduktionsdomane oder das Antennipe- 
dia-Peptid . 

2. Vektor nach Anspruch 1, der ein Plasmidvektor , 
ein viraler Vektor oder ein Liposom ist. 

3. Plasmidvektor fiir gentherapeutische Zwecke nach 
Anspruch 2^ umfassend operativ miteinander ver- 
kniipft in 5''- zu 3'-Richtung mindestens einen 
konstitutiv exprimierenden Promoter, die eine 
Translokationssequenz codierende Nucleotidse- 
quenz, eine Notl-Clonierungsstelle fiir die In- 
sertion einer gentherapeutisch sinnvollen Nuc- 
leotidsequenz und eine Polyadenylierungsstelle , 

4. Plasmidvektor fiir gentherapeutische Zwecke nach 
Anspruch 3, umfassend operativ miteinander ver- 
kniipft in 5'- zu 3'-Richtung den mindestens ei- 
nen konstitutiv exprimierenden Promoter, eine 
eine Ribosomenbindestelle codierende Nucleotid- 
sequenz, eine das HIV-TAT-Leitpeptid mit den 
Aminosauren YGRKKRRQRRR (SEQ ID Nr. 2) codie- 
rende Nucleotidsequenz, eine Notl- 
Clonierungsstelle fiir die Insertion einer 
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gentherapeutisch sinnvollen Nucleotidsequenz 
und eine Polyadenylierungsstelle . 

Plasmidvektor nach Anspruch 4, wobei der kon- 
stitutiv exprimierende Promoter der CMV- 
Promotor ist. 

Plasmidvektor nach einem der Anspriiche 4 oder 
5, wobei die Polyadenylierungsstelle die 
SV40pA-Stelle ist. 

Plasmidvektor nach einem der Anspriiche 4 bis 6, 
wobei zwischen dem konstitutiv exprimierenden 
Promotor und der die Ribosomenbindestelle co- 
dierenden Nucleotidsequenz eine multiple Clo- 
nierungsstelle fur die Insertion mindestens si- 
nes regulatorischen Elementes lokalisiert ist. 

Plasmidvektor nach Anspruch 1 , wobei das min- 
destens eine regulatorische Element ein gewebe- 
spezifischer Promotor ist. 

Plasmidvektor nach einem der Anspriiche 3 bis 8, 
wobei der Plasmidvektor 3,4 kb groJB ist. 

Plasmidvektor nach einem der Anspriiche 3 bis 9, 
wobei in der Notl-Clonierungsstelle im Leseras- 
ter zu dem HIV-TAT-Leitpeptid eine gentherapeu- 
tisch sinnvolle Nucleotidsequenz inseriert ist. 

Plasmidvektor nach Anspruch 10 ^ wobei die 
gentherapeutisch sinnvolle Nucleotidsequenz 
ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus 
Faktor VIII-Gen, tPA-Gen und Molybdan-Cof aktor- 
Gen. 
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12. Plasmidvektor nach einem der Ansprtiche 3 bis 
11, wobei der Plasmidvektor ein Resistenzgen 
enthalt . 

13. Plasmidvektor nach Anspruch 12, wobei das Re- 
5 sistenzgen das amp^-Gen ist. 

14. Plasmidvektor nach Anspruch 12 Oder 13, wobei 
das Resistenzgen mindestens eine Schnittstelle 
zum Linearisieren und Inaktivieren des Re- 
sistenzgens aufweist . 

10 15. Plasmidvektor nach einem der Anspruche 3 bis 

14, wobei der Plasmidvektor einen Enhancer auf- 
weist . 

16. Plasmidvektor nach einem der Anspruche 2 bis 

15, wobei der Plasmidvektor einen Replika- 
15 tionsursprung fur die Plasmidanzucht in Bakte- 

rien enthalt. 

17. Plasmidvektor nach einem der Anspruche 2 bis 

16, wobei die Translokationssequenz die Amino- 
sauresequenz des HIV-TAT-Leitpeptids mit den 

2 0 Aminosauren YGRKKRRQRRR (SEQ ID NO: 2) umfasst. 

18. Plasmidvektor nach einem der Anspruche 2 bis 
16, wobei die Translokationssequenz eine Amino- 
sauresequenz umfasst, die aus der Aminosaurese- 
quenz SEQ ID NO: 1 durch Addition, Deletion 

25 Oder Austausch von mindestens einer Aminosaure, 

bevorzugt von 6 Aminosauren, hervorgeht . 
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Plasmidvektor nach einem der Anspriiche 2 bis 
16, wobei die Translokationssequenz das modifi- 
zierte HIV-TAT-Leitpeptid mit den Aminosauren 
YARAAARQARA (SEQ ID NO: 5) umfasst. 

Plasmidvektor nach einem der Anspriiche 2 bis 
16 r wobei die Translokationssequenz eine modi- 
fizierte Aminosauresequenz umfasst, die aus der 
Aminosauresequenz SEQ ID NO: 5 durch Addition, 
Deletion oder Austausch von mindestens einer 
Aminosaure, bevorzugt von einer bis drei Amino- 
sauren, hervorgeht • 

Plasmidvektor nach einem der Anspriiche 2 bis 
20, wobei die die Translokationssequenz codie- 
rende Nucleotidsequenz in einer als ,^N-linker^^ 
fungierenden Nucleotidsequenz enthalten ist. 

Plasmidvektor gemali Anspruch 21, wobei die als 
^^N-linker^'' fungierende Nucleotidsequenz die 
Nucleotidsequenz SEQ ID NO: 12 umfasst. 

Plasmidvektor nach einem der Anspriiche 2 bis 
20, wobei die die Translokationssequenz codie- 
rende Nucleotidsequenz in einer als „C-linker^'' 
fungierenden Nucleotidsequenz enthalten ist. 

Plasmidvektor gemaJJ Anspruch 23, wobei die als 
„C-linker^^ fungierende Nucleotidsequenz die 
Nucleotidsequenz SEQ ID NO: 13 umfasst - 

Plasmidvektor nach einem der Anspriiche 3 bis 
24, wobei der konstitutiv exprimierende Promo- 
tor der CMV-Promotor ist . 
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26. Plasmidvektor nach einem der Anspriiche 3 bis 
24, wobei der konstitutiv exprimierende Promo- 
tor der humane beta-Actin-Promotor ist. 

27. Plasmidvektor nach einem der Anspriiche 3 bis 
5 24, wobei der konstitutiv exprimierende Promo- 
tor in 5'- 2u 3'-Richtung eine den CMV-enhancer 
codierende Nucleotidsequenz und den humanen be- 
ta-Actin-Promotor umf asst . 

28. Plasmidvektor nach Anspruch 27, wobei die den 
10 CMV-enhancer codierende Nucleotidsequenz die 

Nucleotidsequenz SEQ ID NO: 9 umf asst. 

29. Plasmidvektor nach einem der Anspruche 26 bis 
28, wobei der humane beta-Actin-Promotor da- 
durch gekennzeichnet ist, dass er kein Intron 

15 umf asst. 

30. Plasmidvektor nach Anspruch 29, wobei der huma- 
ne beta-Actin-Promotor die Nucleotidsequenz SEQ 
ID NO: 10 umf asst. 

31. Plasmidvektor nach einem der Anspruche 26 bis 
20 28, wobei der humane beta-Actin-Promotor da- 

durch gekennzeichnet ist, dass er sein natives 
Intron umf asst. 

32. Plasmidvektor nach einem der Anspruche 26 bis 
28, wobei der humane beta-Actin-Promotor da- 

25 durch gekennzeichnet ist, dass er ein verkiirz- 

tes Intron, beinhaltend die nativen 5'- und 3'- 
Spleissstellen und ein verkiirztes ^stuffer^^- 
Fragment, umf asst. 
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33. Plasmidvektor nach Anspruch 31, wobei das ver- 
ktirzte Intron zusatzlich eine den SV40-enhancer 
codierende Nucleotidsequenz umf asst . 

34. Plasmidvektor nach einem der Anspruche 32 oder 
5 33, wobei das stark verkiirzte „stuffer''^- 

Fragment so weit verkiirzt ist, dass es ledig- 
lich die ,,branch site^'' umf asst. 

35. Plasmidvektor nach einem der Anspruche 32 bis 
34, wobei das ,,stuf f er^^-Fragment urn 700 bis 800 

10 bp verkiirzt ist. 

36. Plasmidvektor nach einem der Anspruche 32 bis 
34, wobei das „stuf f er^^-Fragment urn 7 61 bp ver- 
kiirzt ist. 

37. Plasmidvektor nach einem der Anspruche 3 bis 
15 35, wobei die Polyadenylierungsstelle das SV40- 

Polyadenylierungssignal ist . 

38. Plasmidvektor nach einem der Anspruche 3 bis 
37, wobei die Polyadenylierungsstelle ein BGH- 
Polyadenylierungssignal ist . 

20 39. Plasmidvektor nach Anspruch 38, wobei das BGH- 

Polyadenylierungs signal die Nucleotidsequenz 
SEQ ID NO: 6 umf asst. 

40. Plasmidvektor nach einem der Anspruche 3 bis 
39, wobei in 5'- zu 3'-Richtung nach dem kon- 
25 stitutiv exprimierenden Promoter und unmittel- 

bar vor der eine Translokationssequenz codie- 
renden Nucleotidsequenz eine Ribosomenbin- 
dungsstelle mit Startkodon lokalisiert ist. 
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41. Plasmidvektor nach einem der Anspriiche 3 bis 
40, wobei in 5'- zu 3'-Richtung nach dein kon- 
stitutiv exprimierenden Promotor und vor der 
eine Translokationssequenz codierenden Nucleo- 

5 tidsequenz eine multiple Clonierungsstelle ftir 

die Insertion inindestens eines regulatorischen 
Elementes lokalisiert ist, 

42. Plasmidvektor nach Anspruch 41, wobei das min- 
destens eine regulatorische Element ein gewebe- 

10 spezifischer Promotor ist. 

43. Plasmidvektor nach einem der Anspriiche 3 bis 
42, wobei der Plasmidvektor mindestens ein Re- 
sistenzgen enthalt . 

44. Plasmidvektor nach Anspruch 43, .wobei das min- 
is destens eine Resistenzgen das amp^-Gen fiir Am- 

picillin-Resistenz ist . 

45. Plasmidvektor nach Anspruch 43, wobei das min- 
destens eine Resistenzgen ein kan^-Gen fiir Ka- 
namicin-Resistenz ist . 

20 46. Plasmidvektor nach Anspruch 45, wobei das kan^- 

Gen die Nucleotidsequenz SEQ ID NO; 7 umfasst. 

47. Plasmidvektor nach einem der Anspriiche 43 bis 
4 6, wobei das mindestens eine Resistenzgen min- 
destens eine Schnittstelle zum Linearisieren 
25 und Inaktivieren des Resistenzgens aufweist. 
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48. Plasmidvektor nach einem der Anspriiche 3 bis 
4 8;. wobei der Plasmidvektor inindestens einen 
Replikationsursprung fiir die Plasmidanzucht 
insbesondere in Bakterien enthalt. 

5 49. Plasmidvektor nach Anspruch 48, wobei der min- 

destens eine Replikationsursprung die Nucleo- 
tidsequenz SEQ ID NO: 8 umfasst. 

50. Plasmidvektor nach einem der Anspriiche 4 bis 
49, wobei der Plasmidvektor aus dem Vektor 

10 pcDNA3.1(-) abgeleitet ist, 

51. Plasmidvektor nach Anspruch 50 wobei der Plas- 
midvektor 3,4 kbp groli ist 

52. Plasmidvektor nach einem der Anspruche 3 bis 
49, wobei der Plasmidvektor 2,8 kbp grofi> ist. 

15 53. Plasmidvektor nach einem der Anspruche 3 bis 

51, wobei der Plasmidvektor die Nucleotidse- 
quenz SEQ ID NO: 11 beinhaltet. 

54. Plasmidvektor nach einem der Anspruche 3 bis 
53, wobei in der Notl-Clonierungsstelle im Le- 

20 seraster zu einer Translokationssequenz eine 

gentherapeutisch sinnvolle Nucleotidsequenz in- 
seriert ist. 

55. Plasmidvektor nach Anspruch 54, wobei die 
gentherapeutisch sinnvolle Nucleotidsequenz 

25 ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus 

Faktor VIII-Gen, tPA-Gen und Molybdan-Cof aktor- 
Gen. 
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56. Wirtszelle, enthaltend einen Plasmidvektor nach 
einem der Anspruche 2 bis 55. 

57. Wirtszelle nach Anspruch 56, wobei die Wirts- 
zelle eine bakterielle Zelle, eine Insektenzel- 

5 le, eine Saugerzelle oder eine menschliche Zel- 

le ist. 

58. Verfahren zur genetischen Modif izierung einer 
Zelle, umfassend das Inkontaktbringen der Zelle 
mit einem Vektor gemafi einem der Anspruche 1 

10 bis 55 unter Bedingungen, die geeignet sind, 

die Aufnahme des Vektors in die Zelle zu bewir- 
ken . 



59. Verfahren zum Einfiihren genetischer Informatio- 
nen in eine Zelle, umfassend das Einfugen der 

15 genetischen Inf ormationen in einen Vektor nach 

einem der Anspruche 1 bis 55 und das Inkon- 
taktbringen der Zelle mit dem Plasmidvektor un- 
ter Bedingungen, die geeignet sind, die Aufnah- 
me der genetischen Information in die Zelle zu 

20 bewirken. 

60. Verfahren nach einem der Anspruche 58 oder 59, 
wobei die Zelle eine bakterielle, menschliche 
Oder tierische Zelle ist. 



61. Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend ei- 
25 nen Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 55, 

gegebenenf alls zusammen mit einem pharmazeu- 
tisch vertraglichen Trager. 
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62. Verwendung eines Plasmidvektors nach einem der 
Anspriiche 1 bis 55 fiir die Herstellung eines 
Praparates fur die somatische Gentherapie. 

63. Verwendung nach Anspruch 62 fvir die Herstellung 
eines Praparates zur Behandlung einer Molybdan- 
Cof aktor-Def izienz . 

64. Verwendung nach Anspruch 62 fiir die Herstellung 
eines Praparates zur Behandlung der zystischen 
Fibrose . 
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SEQUEN2PROTOKOLL 
<110> Dr. Reiss, Jochen 

<120> pCURE 

<130> 24557 

<140> 
<141> 

<160> 13 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 33 
<212> DNA 

<213> Human immunodeficiency virus 
<400> 1 

tatggacgta agaagcgtcg tcaacgtagg egg 33 



<210> 2 
<211> 11 
<212> PRT 

<213> Human immunodeficiency virus 
<400> 2 

Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gin Arg Arg Arg 
1 5 10 



<210> 3 
<211> 49 
<212> DNA 

<213> Human immunodeficiency virus 
<400> 3 

gcggccacca tgtatggacg taagaagcgt cgtcaacgta ggcggccgc 4 9 



<210> 4 
<211> 16 
<212> PRT 

<213> Antennipedia 



1/5 
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<400> 4 

Arg Gin lie Lys lie Trp Phe Gly Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys 
15 10 15 



<210> 5 
<211> 11 
<212> PRT 

<213> artificial HIV-TAT PTD 
<400> 5 

Tyr Ala Arg Ala Ala Ala Arg Gin Ala Arg Ala 
15 10 



<210> 6 
<211> 235 
<212> DNA 

<213> bovine growth hormone polyadenylation 
<400> 6 

gcggccgctg tgccttctag ttgccagcca tctgttgttt gcccctcccc cgtgccttcc 60 
ttgaccctgg aaggtgccac tcccactgtc ctttcctaat aaaatgagga aattgcatcg 120 
cattgtctga gtaggtgtca ttctattctg gggggtgggg tggggcagga cagcaagggg 180 
gaggattggg aagacaatag caggcatgct ggggatgcgg tgggctctgg gtcgg 235 



<210> 7 
<211> 1189 
<212> DNA 

<213> kanamycin resistance 
<400> 7 

ccgctgaggt cgcctcgtga agaaggtgtt gctgactcat accaggcctg aatcgcccca 60 
tcatccagcc agaaagtgag ggagccacgg ttgatgagag ctttgttgta ggtggaccag 120 
ttggtgattt tgaacttttg ctttgccacg gaacggtctg cgttgtcggg aagatgcgtg 180 
atctgatcct tcaactcagc aaaagttcga tttattcaac aaagccacgt tgtgtctcaa 240 
aatctctgat gttacattgc acaagataaa aatatatcat catgaacaat aaaactgtct 300 
gcttacataa acagtaatac aaggggtgtt atgagccata ttcaacggga aacgtcttgc 3 60 
tcgaggccgc gattaaattc caacatggat gctgatttat atgggtataa atgggctcgc 420 
gataatgtcg ggcaatcagg tgcgacaatc tatcgattgt atgggaagcc cgatgcgcca 4 80 
gagttgtttc tgaaacatgg caaaggtagc gttgccaatg atgttacaga tgagatggtc 540 
agactaaact ggctgacgga atttatgcct cttccgacca tcaagcattt tatccgtact 600 
cctgatgatg catggttact caccactgcg atccccggga aaacagcatt ccaggtatta 660 
gaagaatatc ctgattcagg tgaaaatatt gttgatgcgc tggcagtgtt cctgcgccgg 720 
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ttgcattcga ttcctgtttg taattgtcct 

caggcgcaat cacgaatgaa taacggtttg 

aatggctggc ctgttgaaca agtctggaaa 

gattcagtcg tcactcatgg tgatttctca 

ttaataggtt gtattgatgt tggacgagtc 

atcctatgga actgcctcgg tgagttttct 

tatggtattg ataatcctga tatgaataaa 

ttctaatcag aattggttaa ttggttgtaa 



tttaacagcg atcgcgtatt tcgtctcgct 780 

gttgatgcga gtgattttga tgacgagcgt 8 40 

gaaatgcata agcttttgcc attctcaccg 900 

cttgataacc ttatttttga cgaggggaaa 960 

ggaatcgcag accgatacca ggatcttgcc 1020 

ccttcattac agaaacggct ttttcaaaaa 1080 

ttgcagtttc atttgatgct cgatgagttt 114 0 

cactggcaga gcattacgg 1189 



<210> 8 
<211> 661 
<212> DNA 

<213> origin of replication 



<400> 8 

ccggttgggc cgcaggaacc gtaaaaaggc cgcgttgctg gcgtttttcc ataggctccg 60 

cccccctgac gagcatcaca aaaatcgacg ctcaagtcag aggtggcgaa acccgacagg 120 

actataaaga taccaggcgt ttccccctgg aagctccctc gtgcgctctc ctgttccgac 180 

cctgccgctt accggatacc tgtccgcctt tctcccttcg ggaagcgtgg cgctttctca 2 40 

tagctcacgc tgtaggtatc tcagttcggt gtaggtcgtt cgctccaagc tgggctgtgt 300 

gcacgaaccc cccgttcagc ccgaccgctg cgccttatcc ggtaactatc gtcttgagtc 3 60 

caacccggta agacacgact tatcgccact ggcagcagcc actggtaaca ggattagcag 4 20 

agcgaggtat gtaggcggtg ctacagagtt cttgaagtgg tggcctaact acggctacac 4 80 

tagaaggaca gtatttggta tctgcgctct gctgaagcca gtnaccttcg gaaaaagagt 540 

tggtagctct tgatccggca aacaaaccac cgctggtagc ggtggttttt ttgtttgcaa 600 

gcagcagatt acgcgcagaa aaaaaggatc tcaagaagat cctttgatct tttctacgcg 660 

g 661 



<210> 9 
<211> 348 
<212> DNA 

<213> cytomegalovirus enhancer 
<400> 9 

ccggccgtcc catatatgga gttccgcgtt acataactta cggtaaatgg cccgcctcgt 60 
gaccgcccaa cgacccccgc ccattgacgt caataatgac gtatgttccc atagtaacgc 120 
caatagggac tttccattga cgtcaatggg tggagtattt acggtaaact gcccacttgg 180 
cagtacatca agtgtatcat atgccaagtc cggcccccta ttgacgtcaa tgacggtaaa 24 0 
tggcccgcct ggcattatgc ccagtacatg accttacggg actttcctac ttggcagtac 300 
atctacgtat tagtcatcgc tattaccatg gtgatgcggt tttggcgg 348 



<210> 10 
<211> 377 
<212> DNA 

<213> beta-actin-promoter 
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<400> 10 

ccgggcccag caccccaagg cggccaacgc caaaactctc cctcctcctc ttcctcaatc 60 
tcgctctcgc tctttttttt tttcgcaaaa ggaggggaga gggggtaaaa aaatgctgca 120 
ctgtgcggcg aagccggtga gtgagcggcg cggggccaat cagcgtgcgc cgttccgaaa 180 
gttgcctttt atggctcgag cggccggccg cggcggcgcc ctataaaacc cagcggcgcg 240 
acgcgccacc accgccgaga ccgcgtccgc cccgcgagca cagagcctcg cctttgccga 300 
tccgccgccc gtccacaccc gccgccaggt aagcccggcc agccgaccgg ggcaggcggc 3 60 
tcacggcccg gccgcag 37 7 



<210> 11 

<211> 2810 

<212> DNA 

<213> pCURE2 basic 

<400> 11 

gcggccgctg tgccttctag ttgccagcca tctgttgttt gcccctcccc cgtgccttcc 60 

ttgaccctgg aaggtgccac tcccactgtc ctttcctaat aaaatgagga aattgcatcg 120 

cattgtctga gtaggtgtca ttctattctg gggggtgggg tggggcagga cagcaagggg 18 0 

gaggattggg aagacaatag caggcatgct ggggatgcgg tgggctctgg gtcggccgct 240 

gaggtcgcct cgtgaagaag gtgttgctga ctcataccag gcctgaatcg ccccatcatc 300 

cagccagaaa gtgagggagc cacggttgat gagagctttg ttgtaggtgg accagttggt 3 60 

gattttgaac ttttgctttg ccacggaacg gtctgcgttg tcgggaagat gcgtgatctg 4 20 

atccttcaac tcagcaaaag ttcgatttat tcaacaaagc cacgttgtgt ctcaaaatct 480 

ctgatgttac attgcacaag ataaaaatat atcatcatga acaataaaac tgtctgctta 540 

cataaacagt aatacaaggg gtgttatgag ccatattcaa cgggaaacgt cttgctcgag 600 

gccgcgatta aattccaaca tggatgctga tttatatggg tataaatzggg ctcgcgataa 660 

tgtcgggcaa tcaggtgcga caatctatcg attgtatggg aagcccgatg cgccagagtt 720 

gtttctgaaa catggcaaag gtagcgttgc caatgatgtt acagatgaga tggtcagact 7 80 

aaactggctg acggaattta tgcctcttcc gaccatcaag cattttatcc gtactcctga 8 40 

tgatgcatgg ttactcacca ctgcgatccc cgggaaaaca gcattccagg tattagaaga 900 

atatcctgat tcaggtgaaa atattgttga tgcgctggca gtgttcctgc gccggttgca 960 

ttcgattcct gtttgtaatt gtccttttaa cagcgatcgc gtatttcgtc tcgctcaggc 1020 

gcaatcacga atgaataacg gtttggttga tgcgagtgat tttgatgacg agcgtaatgg 1080 

ctggcctgtt gaacaagtct ggaaagaaat gcataagctt ttgccattct caccggattc 1140 

agtcgtcact catggtgatt tctcacttga taaccttatt tttgacgagg ggaaattaat 1200 

aggttgtatt gatgttggac gagtcggaat cgcagaccga taccaggatc ttgccatcct 12 60 

atggaactgc ctcggtgagt tttctccttc attacagaaa cggctttttc aaaaatatgg 1320 

tattgataat cctgatatga ataaattgca gtttcatttg atgctcgatg agtttttcta 1380 

atcagaattg gttaattggt tgtaacactg gcagagcatt acggccggtt gggccgcagg 14 40 

aaccgtaaaa aggccgcgtt gctggcgttt ttccataggc tccgcccccc tgacgagcat 1500 

cacaaaaatc gacgctcaag tcagaggtgg cgaaacccga caggactata aagataccag 15 60 

gcgtttcccc ctggaagctc cctcgtgcgc tctcctgttc cgaccctgcc gcttaccgga 1620 

tacctgtccg cctttctccc ttcgggaagc gtggcgcttt ctcatagctc acgctgtagg 1680 

tatctcagtt cggtgtaggt cgttcgctcc aagctgggct gtgtgcacga accccccgtt 17 40 

cagcccgacc gctgcgcctt atccggtaac tatcgtcttg agtccaaccc ggtaagacac 1800 

gacttatcgc cactggcagc agccactggt aacaggatta gcagagcgag gtatgtaggc 1860 
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ggtgctacag agttcttgaa gtggtggcct aactacggct acactagaag gacagtattt 1920 

ggtatctgcg ctctgctgaa gccagttacc ttcggaaaaa gagttggtag ctcttgatcc 198 0 

ggcaaacaaa ccaccgctgg tagcggtggt ttttttgttt gcaagcagca gattacgcgc 204 0 

agaaaaaaag gatctcaaga agatcctttg atcttttcta cgcggccggc cgtcccatat 2100 

atggagttcc gcgttacata acttacggta aatggcccgc ctcgtgaccg cccaacgacc 2160 

cccgcccatt gacgtcaata atgacgtatg ttcccatagt aacgccaata gggactttcc 2220 

attgacgtca atgggtggag tatttacggt aaactgccca cttggcagta catcaagtgt 2280 

atcatatgcc aagtccggcc ccctattgac gtcaatgacg gtaaatggcc cgcctggcat 234 0 

tatgcccagt acatgacctt acgggacttt cctacttggc agtacatcta cgtattagtc 2 4 00 

atcgctatta ccatggtgat gcggttttgg cggccgggcc cagcacccca aggcggccaa 24 60 

cgccaaaact ctccctcctc ctcttcctca atctcgctct cgctcttttt ttttttcgca 2 520 

aaaggagggg agagggggta aaaaaatgct gcactgtgcg gcgaagccgg tgagtgagcg 2580 

gcgcggggcc aatcagcgtg cgccgttccg aaagttgcct tttatggctc gagcggccgg 2 640 

ccgcggcggc gccctataaa acccagcggc gcgacgcgcc accaccgccg agaccgcgtc 2700 

cgccccgcga gcacagagcc tcgcctttgc cgatccgccg cccgtccaca cccgccgcca 27 60 

ggtaagcccg gccagccgac cggggcaggc ggctcacggc ccggccgcag 2810 



<210> 12 
<211> 40 
<212> DNA 

<213> artificial N-linker 2NF and 2NR 
<400> 12 

accatgtatg cacgtgcagc agcacgtcaa gctcgtgcgc 4 0 



<210> 13 
<211> 37 
<212> DNA 

<213> artificial C-linker 2CF and 2CR 
<400> 13 

gctacgctcg agctgctgct cgacaagcac gtgctta 37 
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21,23, 
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GGmSR Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 

1. I X I Anspruche Nr. 

well sie sich auf GegenstSnde beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpflichtet 1st, nSmlich 

Obwohl die Anspruche 58-61 s1ch auf e1n Verfahren zur Behandlung des 

menschllchen/tierischen Korpers beziehen, wurde die Recherche durchgefCihrt und 
grundete sich auf die angefuhrten Wirkungen der erf indungsgemassen Vektoren. 

2. I Anspruche Nr. 

well sie sich auf Teile der intemationaten Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenlg entspreohen, 
daB eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefQhrtwerden kann. nSlmiich 



3. Anspruche Nr. 

weil es sich dabei urn abhSngige AnsprCche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regei 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheltlichkeit der Erflndung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese internationals Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 . I I Da der Anmelder alle erfcrderlichen zusatzllohen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich diesen 
* — ' Internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 



2 I I Da fur alle recherchierbaren AnsprCiche die Recherche ohne einen Arbeltsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
« ' zusatzllche Recherchengebiihr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebiihr aufgefordert. 



3. Da der Anmelder nur einlge der erforderllchen zusatzlichen RecherchengebCihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
' — ' Internationale Recherchenbericht nur auf die AnsprOche, fQr die GebOhren entrichtet worden sind, namllch auf die 
AnsprOohe Nr. 



4. 



Der Anmelder hat die erforderllchen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der Internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erflndung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs | | Die zusatzlichen GebOhren wurden vom Anmelder unter WIderspruch gezahlt. 

I [ Die Zahlung zus^tzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne WIderspruch. 
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